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纳米 TiO2 对斑马鱼超氧化物歧化酶活性的影响
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摘 要: 利用斑马鱼成鱼，研究金红型纳米 TiO2 ( Titanium dioxide nanoparticles，TiO2 NPs) 对斑马鱼的氧化损

伤效应。以超氧化物歧化酶( Superoxide Dismutase，SOD) 作为生物标志分子，考察斑马鱼成鱼染毒 10 d 后，

鳃、肝脏和肠 3 种组织内 SOD 水平的变化，通过酶联免疫吸附反应( ELISA) 和荧光定量 PCＲ( Q-PCＲ) ，对

SOD 在蛋白和分子水平的变化进行检测。结果表明: TiO2 NPs 会导致斑马鱼鳃和肝脏组织内 SOD 活性的降

低，但对肠组织内 SOD 的活性影响不大; 在基因水平上，TiO2 NPs 会导致 sod 基因表达上调 2 ～ 3 倍。由此推

论，TiO2 NPs 长期暴露会影响斑马鱼体内的 SOD 水平，导致鳃和肝脏组织的氧化损伤。
关键词: TiO2 NPs; 斑马鱼; 超氧化物歧化酶; 酶联免疫吸附反应; 实时荧光定量 PCＲ
中图分类号: Q 55 文献标志码: A DOI: 10． 15886 / j． cnki． rdswxb． 2018． 03． 002

二氧化钛( TiO2 ) 可形成具有高比表面积的纳米级晶体结构，即纳米二氧化钛( titanium dioxide nanop-
articles，TiO2 NPs) 。TiO2 NPs 主要有 2 种结晶形态: 金红石型( rutile) 和锐钛型( anatase) ，其中金红石型应

用更广泛。TiO2 NPs 具备光催化活性和紫外吸收活性，在日常工业生产中被广泛应用，特别是在化妆品行

业，因 TiO2 NPs 在皮肤上呈现较好的透明度，被大量用于防晒乳等美容护肤产品中［1］。此外，TiO2 NPs 还

具备抗菌和有机催化功能，可杀菌和催化降解有机物，还被用于油墨制造、陶瓷、玻璃、涂料、造纸等多个

领域［2］。TiO2 NPs 在生产、使用和废弃处理的过程中，不可避免地通过大气、土壤、水体等途径进入环境，

其对环境产生的生态效应也逐渐引起人们的关注［3］。早在 2003 年，《Science》《Nature》等杂志就对纳米

材料的生物安全性提出了一系列问题［4 － 5］。研究表明，纳米材料可以透过细胞膜，进入细胞和线粒体等细

胞器，诱发机体产生氧化损伤和蛋白质变性、DNA 损伤等效应。TiO2 NPs 对生物是否存在毒性效应尚待

进一步研究。已有研究表明，TiO2 NPs 会影响植物对矿物元素的吸收，从而抑制其生长［6］; 在动物中，发

现 TiO2 NPs 与小鼠皮肤暴露接触，会对其脑和血管造成损伤［7］。斑马鱼作为一种模式生物，不仅在神经

和发育生物学上有重要应用，在药物安全评价和生态毒理方面也应用广泛［8］。笔者利用斑马鱼作为模式

生物，通过成鱼暴露实验，对 TiO2 NPs 在诱发氧化损伤方面的效应进行了研究。利用超氧化物歧化酶

( superoxide dismutase，SOD) ，通过酶联免疫吸附反应( enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA) 和荧光

定量 PCＲ( quantitative real-time PCＲ，Q-PCＲ) ，对 TiO2 NPs 影响下，斑马鱼肝脏、肠、鳃 3 个组织器官的

SOD 在蛋白和基因水平的变化进行了检测。

1 材料与方法

1． 1 试剂、仪器和实验动物 纯度为 99%的常规 TiO2 和平均粒径为 25 nm，纯度为 99． 8%的金红型纳米



( rutile-TiO2型号 T104942) 购自上海 Aladdin 生化科技股份有限公司; SOD ELISA 试剂盒购自上海信裕生

物科技公司; Total ＲNA 提取试剂( TＲI Ｒeagent Solution) 、反转录试剂盒( ＲevertAid First Strand cDNA Syn-
thesis Kit) 和荧光定量试剂盒( SYBＲTM Select Master Mix) 购自赛默飞世尔科技( 中国) 有限公司( Thermo
Fisher Scientific) ; 磷酸盐缓冲液( PBS) 购自生工生物工程( 上海) 股份有限公司; 其余化学试剂均为国产

分析纯; 引物的合成由广州天一辉远基因科技有限公司完成。

超声破碎仪( 美国 SONICS) ，透射电子显微镜 JEM 2100 ( 日本 JOEL) ，多功能酶标仪 SpectraMax M2
( 美国 Molecular Devices) ，小型水平电泳仪( 美国 Bio-Ｒad) ，荧光定量 PCＲ 仪( 美国 ABI) 。

实验用斑马鱼( Danio rerio) 购于海口市花鸟市场，市售成年斑马鱼( 雌雄各半) ，体长( 2． 54 ±0． 26) cm，

体质量( 0． 51 ±0． 03) g。室温实验室条件下驯养 3 个月，养殖用水为自来水经 PP 棉 /活性炭过滤后且暴气

48 h 以上，加热棒调节水温控制在( 26 ± 0． 5) ℃范围内，pH7． 0 ～ 7． 3，氧气泵增氧，水中溶解氧为( 8． 23 ±
0． 08) mg·L －1。养殖期间自然光照 14 h /10 h( 昼 /夜) ; 每天早晚各喂食 1 次。
1． 2 TiO2 NPs 的物理化学表征 实验采用透射电子显微镜( Transmission Electron Microscope，TEM) 对

常规 TiO2 和 TiO2 NPs 的粒径大小进行表征。将 2 种材料称重后，分别分散在 ddH2O 中，制备成浓度为

100 mg·L －1的悬浮溶液，利用透射电镜观察之前，悬浮溶液冰浴在超声仪中超声 20 min( 50 W，40 kHz) ，

保证材料分散均匀。将悬浮液滴至铜网上，室温干燥，利用透射电镜观察常规 TiO2 和 TiO2 NPs 在液体中

的分布形态。透射电镜操作由海南大学分析测试中心完成。另外利用 SpectraMax M2 多功能酶标仪进行

波长扫描分析，扫描范围 200 ～ 600 nm，检测不同浓度 TiO2 NPs 溶液( 10，50，100 mg·L －1 ) 光吸收特性。
1． 3 斑马鱼成鱼暴露毒性试验 根据预实验 TiO2 NPs 的溶解状况，成鱼 TiO2 NPs 暴露液的浓度分别设

置为 10，50，100 mg·L －1，同时设置正常成鱼养殖水和常规 TiO2 ( 100 mg·L －1 ) 作为对照。每个浓度配制

5 L 暴露液并放入 20 条成年斑马鱼( 雌雄各半) ，光照 /黑暗周期为 14 h /10 h。成鱼暴露实验 10 d，每天更

换新鲜暴露溶液，确保水质和暴露液稳定。暴露实验结束后，每个浓度取 6 条鱼为 1 组，冰上解剖取斑马鱼

的肝脏、肠和鳃 3 种组织。取出的组织用预冷的 PBS 缓冲液漂洗干净后称重、匀浆。匀浆样品 12 000 × g 离

心 30 min，取上清 －80 ℃保存。上清样品可用于检测斑马鱼不同组织中的 SOD 含量。成鱼实验重复 3 次。
1． 4 斑马鱼 3 种组织中 SOD 含量的 ELISA 检测 考察斑马鱼肝脏、肠和鳃 3 个组织内 SOD 的水平。
ELISA 实验步骤按照试剂盒说明书操作。在酶标包被板上依次加入 40 μL 样品稀释液体和 10 μL 组织上

清液; 封板后，37 ℃温育 30 min，洗涤后加入酶标试剂 50 μL，温育洗涤后加 50 μL 显色剂 37 ℃ 显色 10
min，显色完成后加终止液 50 μL 终止。利用酶标仪，450 nm 波长下测定斑马鱼肝脏、肠和鳃 3 种组织中

的 SOD 的含量，根据标准曲线计算 SOD 的浓度。
1． 5 斑马鱼 3 种组织 sod 基因的表达分析 sod 基因序列从 NCBI( NM_131294) 获取，针对斑马鱼的 sod

基因，利用 Primer 5． 0 软件设计荧光定量 PCＲ 引物( 表 1) ，内参基因选择 β-actin。提取不同浓度暴露液

组的斑马鱼的 3 个组织( 肝脏、肠和鳃) 样本的 Total ＲNA，利用琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测

ＲNA 的纯度和浓度。确认无误后，利用反转录试剂盒，通过体外转录获得对应的 cDNA 模板。利用 Q-
PCＲ 考察 3 个组织内 sod 基因表达量的变化。Q-PCＲ，使用 SYBＲ Green 染料法，样品和内参均设 3 个复

管，PCＲ 反应条件见表 2，结果处理采用 ΔΔCt 法。
表 1 超氧化物岐化酶基因和 β －激动蛋白基因引物

Tab． 1 Primer sequence of sod and β-actin genes

Gene name Forwand Primer( 5' － 3') Ｒeverse primer( 5' － 3')

Cu /Zn-sod CAAGAGGGTGAAAAGAAGCCA GGTCACATTACCCAGGTCTCC

β-actin CACAGTGCTGTCTGGAGGTAC CATTTAAGGTGGCAACAGTTC
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表 2 荧光定量 PCＲ 反应扩增条件

Tab． 2 Ｒeaction condition of Q-PCＲ

名称 条 件

预变性 95 ℃，1 min

循环 40 次 95 ℃，15 s→58 ℃，20 s→72 ℃，20 s

末端延伸 72 ℃，5 min

溶解曲线 72 ℃→95 ℃，每 20 s 升温 1 ℃

1． 6 数据统计和分析 实验数据表示为平均值 ± 标准差( Mean ± SD) ，采用 GraphPad Prism 6． 0 软件对

数据进行分析处理和作图。数据比较采用单因素方差分析( one-way ANOVA) ，不同浓度处理组与对照组

之间差异的显著性采用校正的 t 检验。P ＜ 0． 05 为显著性差异，P ＜ 0． 01 为极显著差异。Q-PCＲ 采用

ΔΔCt 法，样品中抗氧化损伤相关的 sod 基因的相对 mＲNA 表达水平，可以通过跟对应样品中内参基因 β-
actin 基因的表达水平进行比较。

2 结果与分析

2． 1 TiO2 NPs 的物理化学表征 图 1 为常规 TiO2 ( A) 和 TiO2 NPs( B) 的 TEM 照片。根据图中坐标比

例，常规 TiO2 的粒径范围150 ～200 nm，TiO2 NPs 的粒径范围25 ～50 nm，与所购 TiO2 NPs( 平均粒径25 nm) 。
TiO2 NPs 悬浮液放置 24 h 后，会看到有部分 TiO2 NPs 发生沉淀和聚集。利用 TEM 观察，此时 TiO2 NPs 多以

团聚体的形式存在于溶液中，团聚体粒径范围在 100 ～150 nm。

A B
图 1 常规 TiO2 和 TiO2 NPs 透射电镜鉴定

A． 常规 TiO2 ; B． TiO2 NPs
Fig． 1 TEM Characterization of bulk TiO2 and TiO2 NPs

利用分光光度计对几个浓度的 TiO2 NPs
悬浮液进行测量，如图 2 所示，TiO2 NPs 在

368 nm 有吸收值。因此，可用此波长来比较

TiO2 NPs 悬浮液的稳定性。测定几个浓度的

TiO2 NPs 悬浮液在放置 24 h 后 368 nm 条件

下光吸收值的变化。发现随着时间的增加，吸

收值减少，且浓度越高，变化幅度越大。结果

表明，TiO2 NPs 会随着时间的延长，发生聚集

沉淀，且高浓度 TiO2 NPs 悬浮液更容易发生

聚集，与 TEM 结果一致。
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2． 2 斑马鱼 3 种组织中 SOD 含量的 ELISA 检测 根据对 TiO2 NPs 物理特征的研究，其 24 h 会发生聚

集和沉淀，因此，每 24 h 更换新的暴露溶液。在成鱼暴露实验中，10 d 天暴露没有发生成鱼的死亡。取暴

露 10 天后的成鱼，解剖分离其肝脏、肠和鳃 3 种组织，组织匀浆后，取上清检测 SOD 的活性。如图 3 所

示，在鳃组织当中，与空白对照组相比，常规 TiO2 组的 SOD 活性变化不大，无显著性差异; 而 TiO2 NPs 中

和高浓度组 SOD 活性降低，分别是空白组的 60． 3% ( P ＜ 0． 05) 和 38． 2% ( P ＜ 0． 01) 。在肝脏组织中，常

规 TiO2 组的 SOD 活性与空白对照组相比，无显著性差异; TiO2 NPs 3 个浓度组 SOD 活性与空白对照组相

比均大幅度降低，分别是空白对照组的 58． 3% ( P ＜ 0． 001) ，38． 2% ( P ＜ 0． 001) 和 26． 2% ( P ＜ 0． 001 ) 。
在肠组织中，仅高浓度 TiO2 NPs 暴露组中 SOD 活性与其他几组存在显著性差异( P ＜ 0． 05) ，其活性有所

升高，是空白对照组的 1． 9 倍。3 种组织内，肝脏组织内 SOD 的活性变化最明显，肠组织内 SOD 活性变

化最小。导致这一现象的原因可能是: 肝脏作为解毒的重要器官，是调节氧化还原代谢的主要场所，SOD
含量较丰富，因而受外界因素影响变化明显。肠组织影响较小的原因可能是，TiO2 NPs 通过摄食进入小肠

后，并未被小肠吸收，因此，对肠组织影响较小。

2． 3 斑马鱼 3 种组织内 sod 基因的表达分析 分别从 5 个

组中取出斑马鱼，分离对应组织( 鳃、肝脏和肠) ，分别提取总

ＲNA。提取的 ＲNA 样本进行琼脂糖凝胶电泳检测( 图 4) 。电

泳条带清晰，28，18 和 5 S 明显。其中肠组织所提取的 Total
ＲNA 总量相对鳃和肝脏少。利用 紫 外 分 光 光 度 计 对 Total
ＲNA 的纯度和浓度做进一步检测，检测结果见表 3。所有

ＲNA 光吸收值( A260 /A280 ) 均在 2． 0 左右，证明 ＲNA 纯度较好，

没有蛋白和 DNA 污染，可以满足后续体外反转录实验需要。
以所提取 Total ＲNA 为模板，体外反转录获得相应 cDNA。

对不同斑马鱼 3 种组织样本进行 Q-PCＲ，分析斑马鱼组

织中 sod 基因的表达情况。从图 5 可以看出，在 3 个浓度 TiO2
NPs 暴露 10 d 后的斑马鱼鳃组织中，sod 基因表达水平都有提

高，相对表达量分别是空白对照组的 1． 5 倍( P ＜ 0． 01) 、1． 6 倍

( P ＜0． 01) 和 2． 3 倍( P ＜ 0． 001) 。在肝脏组织中，常规 TiO2 组

和 3 个浓度 TiO2 NPs，sod 基因表达水平都有提高，相对表达量分别是空白对照组的1． 6 倍( P ＜0． 05) 、1． 8 倍

( P ＜0． 05) 、2． 4 倍 ( P ＜0． 01) 和 3． 7 倍( P ＜0． 001) ，其中高浓度组基因表达变化显著提高。肠组织中，sod
基因相对表达量分别是空白对照组的 1． 5 倍( P ＜ 0． 01) 、1． 7 倍( P ＜ 0． 01) 、2． 3 倍( P ＜ 0． 001) 和 1． 7 倍
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( P ＜ 0． 01) ，都略有上调。结果表明，当长时间接触不良物质( TiO2 NPs) ，斑马鱼可以通过上调相关抗氧

化酶基因，如 sod 基因来提高抗氧化酶的表达量，以抵御外界不良刺激，防止造成氧化损伤。
表 3 斑马鱼 3 种组织提取 ＲNA 浓度和产率

Tab． 3 Concentration and productivity of ＲNA obtain from zebrafish three tissues

组织 质量 /mg 浓度 /ng·μL －1 A260 A280 A260 /A280 产率 /ng·mg －1

肠 46． 5 76． 8 1． 920 1． 038 1． 85 33． 0

鳃 15． 7 118． 3 2． 958 1． 640 1． 80 150． 7

肝脏 17． 4 1 323． 9 33． 098 16． 636 1． 99 1 521． 7

注: 产率即所得 Total ＲNA 总质量比样品质量

Note: Yield rate means Total weight of total ＲNA / sample weight

3 讨 论

随着纳米技术的迅速发展，纳米材料在化工、电子、医药、化妆品等多个领域被广泛应用。纳米 TiO2

更是作为一种重要的纳米材料被广泛用于人类生活之中，包括涂料、化妆品、功能纤维、精细陶瓷和催化

剂等［9 － 10］。笔者就 TiO2 NPs 对斑马鱼的抗氧化系统关键酶 SOD 的影响进行了研究。对于 TiO2 NPs 对斑

马鱼的影响，前期已经有了一些研究，但主要是利用斑马鱼胚胎，进行 96 h 短期暴露，考察 TiO2 NPs 的急

性毒性，且实验结果和致毒剂量存在一定的差异［11 － 12］。笔者也尝试了胚胎急毒实验，但发现所使用的金红

型 TiO2 NPs 没有明显毒性效应。推测实验结果的差异可能是由于 TiO2 NPs 晶型和粒径的不同，造成其毒性

效果不同。另外，除了理化性质，TiO2 NPs 在溶液中的分散状况和沉淀速度也是影响其毒性的重要因素［13］。
笔者主要利用斑马鱼成鱼对 TiO2 NPs 导致的氧化损伤毒性进行了研究。SOD 是生物机体系统参与

抗氧化损伤的一类重要酶，它们活性和含量的变化反映了机体内氧化 /抗氧化系统的平衡状况。SOD 可

以清除超氧阴离子( O2
· － ) ，能够与生物体内的 O2

· － 发生歧化反应，将其分解为 H2O2 和 O2，维持机体的

氧化 /抗氧化平衡［14］。鳃组织是斑马鱼与 TiO2 NPs 暴露液直接接触的组织器官; 而肝脏是调节氧化还原

代谢的主要场所; 肠道是鱼类吸收营养物和免疫的主要场所，是集分泌、免疫和屏障等功能为一体的重要

器官。因此，笔者重点考察了这 3 个组织内 SOD 的活性以及对应基因的表达情况。
免疫组化实验结果表明，鳃和肝脏 2 个组织中 SOD 的活性都较对照组有明显的下降，且与空白对照
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组和常规 TiO2 组相比，SOD 活性的差异具有显著性。而在肠组织中，低、中 2 个浓度的 TiO2 NPs 暴露液均

未引起 SOD 活性的变化，而高剂量暴露组中肠内 SOD 活性略有变化。纳米材料毒性研究结果表明: 纳米

材料导致产生过量 ＲOS 及 ＲOS 诱导的氧化损伤是其制毒的一种重要机制，过量 ＲOS 会影响生物的氧化

还原系统( 谷胱甘肽、硫氧还蛋白等) ，破坏氧化平衡，改变相关酶活性，导致氧化损伤［14］。鳃组织直接暴

露于 TiO2 NPs 溶液中，而 TiO2 NPs 在光照作用下，能产生大量 ＲOS［13，15］。正常情况下，体内的 SOD 等可

以清除 ＲOS，维持生物体内氧化平衡，但当 ＲOS 积累过量，造成体内抗氧化酶不足，ＲOS 超出机体自我清

除能力，会导致机体氧化和抗氧化系统失去平衡，导致 SOD 活性受到抑制［16 － 17］。肝脏是调节氧化还原代

谢的主要场所，肝脏内大量的 SOD 可以清除过多活性氧。TiO2 NPs 可以通过渗透、血液循环进入肝脏组

织，导致肝脏中 ＲOS 积累，包括 O2
· － 和过氧化物自由基，使斑马鱼氧化还原系统受损，SOD 氧化酶活性降

低，发生氧化损伤［18 － 19］。与鳃和肝脏相比，TiO2 NPs 对斑马鱼肠组织氧化损伤的影响较小，对肠组织结构

也未造成损害，这可能是 TiO2 NPs 不被消化道细胞吸收和在肠组织不具备生物蓄积性有关［20］。为了进

一步考察 TiO2 NPs 对 3 种组织氧化损伤的影响，笔者从基因层面进行了考察，检测了 TiO2 NPs 是否对 sod
基因的表达有影响。面对不同浓度的暴露液，sod 基因在 3 种组织的表达量都有所上调，通过上调基因表

达，产生更多的 SOD 来抵御 TiO2 NPs 带来的不利影响。这也符合生物体基本的防御机制。但是由于长期

暴露，过多的 TiO2 NPs 会积累大量 ＲOS，虽然基因表达增多，但是增加的 sod 基因的 mＲNA 所翻译出的对

应抗氧化酶仍不足以抵消过量的 ＲOS，造成斑马鱼鳃和肝脏组织的氧化损伤。笔者在本实验中从蛋白和

分子水平对 TiO2 NPs 诱发的斑马鱼氧化损伤进行了研究，今后可以借助此方法在微观水平对 TiO2 NPs 诱

发的生物毒性进行系统研究。
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Effects of Titanium Dioxide Nanoparticles on SOD Activity in Zebrafish

ZHANG Zhang1，TANG Wenhao1，TANG Tianle1，2

( 1． Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Haikou 570228，China; 2． School of Tropical and

Laboratory Medicine，Hainan Medical University，Haikou 571199，China)

Abstract: An attempt was made to observe the effect of rutile titanium dioxide nanoparticles ( TiO2 NPs) on oxi-
dative damage of zebrafish ( Danio rerio) ． Adult zebrafish was exposed to TiO2 NPs at the concentrations of 10，50
and 100 mg·L －1 for 10 days with the exposure to the bulk TiO2 ( 100 mg·L －1 ) as the control． Twenty adult ze-
brafish were treated at each concentration，and six fish treated were caught to analyze their changes of superoxide
dismutase ( SOD) activities in the gills，livers and guts． The SOD was used as a bimarker，and the SOD changes
at the protein and molecular level were analyzed by using the enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA) and
real-time quantitative PCＲ( Q-PCＲ) ． Ｒesults showed that the TiO2 NPs decreased the SOD activity in the gill and
liver tissues of zebrafish，but had little effect on the SOD activity in the gut tissue． The sod gene expression was
up-regulated by 2 － 3 times in the three tissues． It is concluded that long-term exposure of zebrafish to TiO2 NPs
can give an impact on the SOD level within the body of zebrafish and cause oxidative damage to gills and livers of
zebrafish．
Keywords: TiO2 NPs; zebrafish; superoxide dismutase; enzyme-linked immunosorbent assay; real-time quantita-

tive PCＲ
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